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1. 要約 
ATP 依存的クロマチンリモデリング因子の１つである SWI/SNF ファミリーは、複数の
サブユニットから成る巨大な複合体を形成しATP依存的にヌクレオソームの除去や転
写制御を行う。近年の研究成果により、SWI/SNF ファミリーは転写因子としてだけで
はなく、DNA損傷応答因子や癌抑制因子として様々な機能を持つことがわかってきた。
次世代シーケンサーによるゲノム解析では、ARID1A、SNF5、BRM などの SWI/SNF ファ
ミリーのサブユニットが不活性化する変異が癌細胞で高頻度に報告されている。我々
は、DNA 二重鎖切断修復に関与するクロマチンリモデリング因子を網羅的に探索し、
SWI/SNF クロマチンリモデリング因子の DNA 損傷修復への関与を検討することを目的
として、RNAiを用いたクロマチンリモデリング因子の発現抑制実験及びレーザーマイ
クロ照射（細胞核内へのレーザー照射により局所的に DNA損傷に誘導する方法）を組
み合わせて解析を行った。その結果、数多くのクロマチンリモデリング因子が DNA二
重鎖切断修復に関与していること、ARID1A 及び ARID1B が DNA 二重鎖切断修復の主な
機構の１つである非相同末端結合(Non-homologous end joining; NHEJ)を促進するこ
と、さらにそれらが放射線・シスプラチン・UVに対する細胞抵抗性に必要な因子であ
ることを示した。これまで SWI/SNFファミリーの主な複合体の１つである BAF複合体
には、ARID1A 及び ARID1B のどちらか一方が含まれていると考えられてきたが、本研
究では ARID1タンパク質の両方が DNA二重鎖切断修復に必要であることが示唆された。
同様の手法を用いて、SWI/SNF 複合体のその他サブユニットである SNF5、BAF60a、
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BAF60c、BAF155、BAF170 も NHEJ を促進することを示し、その中の ARID1A、ARID1B、
SNF5、BAF60c は、SWI/SNF 複合体の ATPase である BRM を DNA 損傷部位へリクルート
する機能を持つことが示唆された。さらに肺癌の細胞株において、複数の SWI/SNF複
合体のタンパク質発現が高頻度で低下していることを示した。SWI/SNF 複合体のサブ
ユニット欠損細胞は NHEJ活性が低いこと、SWI/SNF複合体のサブユニットの発現欠損
癌細胞は高頻度で存在することから、SWI/SNFサブユニットが欠損した癌細胞は NHEJ
活性が低いと予想され、将来の効果的な癌治療に繋がる可能性が示唆された。 
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2. 研究背景 
 2-1. DNA 二重鎖切断修復 
DNA二重鎖切断(Double strand break; DSB)は放射線などの外的環境因子や DNA
複製過程での異常により引き起こされ、DNA 損傷の中でも最も深刻な損傷の１つ
である。細胞の生存のためには DSBは修復される必要があり、修復されないと高
頻度にアポトーシスや細胞死が誘発される。DSB を修復する方法として、哺乳類
では大きく分けて２つの機構が知られている。１つは非相同末端結合
(Non-homologous end joining; NHEJ)、もう１つは相同組み換え(Homologous 
Recombination; HR)である（図 1）。HR は損傷を受けていない姉妹染色体を鋳型
として相同組み換えにより DNA を修復する一方で、NHEJ は相同配列を用いずに、
損傷を受けた DNA 末端を直接リガーゼによって結合させる機構である(1)。NHEJ
では、まず KU70 と KU80 のヘテロダイマーが DSB の末端を認識し結合する(2)。
KU複合体は DNA-PKcsを損傷部位へとリクルートすることで KUと DNAの結合を安
定化させ(3)、その後 XRCC4-Ligase4-XLF 複合体によって損傷部位は再結合され
る(4, 5)。 
 2-2. クロマチンリモデリングと DNA 修復 
クロマチンリモデリングは、クロマチンの構造を変化させることで転写活性を
制御する機能である。クロマチンリモデリングには大きく分けて２つの機構が存
在する。１つはリン酸化、アセチル化、メチル化、ユビキチン化などのヒストン
翻訳後修飾、２つめは ATP依存的にヒストンをスライドさせたり取り除いたりす
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ることでクロマチン構造を変化させる ATP依存的クロマチンリモデリングである。
クロマチンリモデリングは主に転写の領域で研究が進んできたが、近年 DNA修復
においても重要な役割を担っていることが明らかとなってきた(6-9)。最近では、
DNA 修復前後のクロマチンリモデリングに何らかの異常があれば、DNA 修復欠損
と同様にゲノムの不安定化に繋がり、癌化や細胞死を引き起こすと考えられてい
る（図 2）。 
2-3. ATP 依存的クロマチンリモデリング因子：SWI/SNF ファミリー 
ATP 依存的クロマチンリモデリング因子は、SWI/SNF、CHD、ISWI、INO80 の４
つのサブファミリーに分けられ（図 3A）、全ての複合体はカタリティックサブユ
ニットとして ATPaseを含んでいる。ATP依存的クロマチンリモデリング因子のう
ち６つの因子は、既に酵母では DSB 修復の HR に関与していることが報告されて
いる(9, 10)が、そのメカニズムの詳細は未だに明らかにされていない。本研究
において注目した SWI/SNFファミリーの変異は様々な癌において高頻度で報告さ
れており(11)、癌抑制因子としての機能が注目されている。SWI/SNF ファミリー
は BAF、PBAF と呼ばれる複合体を形成するが（図 3B）、カタリティックサブユニ
ットの ATPase である BRM か BRG1 のどちらかと、足場タンパク質である SNF5、
BAF155、BAF170 から成るコアサブユニットを中心に、ARID1A、ARID1B、BAF53、
BAF60 などの数種類のバリアントサブユニットが様々な組み合わせで含まれるこ
とで、組織特異的、系統特異的な転写制御を行っていると考えられている(12, 
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13) 。SWI/SNF 複合体は DNA に結合し、DNA とヒストンの結合を切断、ATPase を
利用して DNA を移動させることで DNA 結合タンパク質のための隙間を作り出し、
転写制御に重要な役割を果たすと考えられている(14)。DNA 修復との関連では、
酵母の SWI/SNF ファミリーは DSB 修復の HR に関与していることが報告されてお
り(15)、哺乳類における DNA修復への関与についても検討が始まっている。哺乳
類では既に、BRM/BRG1は UVによる DNA損傷の修復に関与している(16, 17)、BRIT1
タンパク質が BAF155と BAF170と結合して SWI/SNF複合体を DNA損傷部位へリク
ルートする(18)報告があり、コアサブユニットの DNA修復への関与は示唆されて
いるが、具体的な修復機構には未知の部分が多く、その他バリアントサブユニッ
トの DNA修復への関与はこれまで検討されていない。 
 2-4. ARID1A 及び ARID1B 
ARID1A 及び ARID1B は SWI/SNF ファミリーの BAF 複合体特異的なバリアントサ
ブユニットである（図3B）。SWI/SNFファミリーのサブユニットであるSNF5、BAF180、
BRG1、ARID1A、BRD7は癌細胞での変異が報告されているが(14)、特にその中でも
ARID1Aは卵巣明細胞癌（Ovarian Clear Cell Carcinomas; OCCCs）で約 50%、肝
細胞腺腫で約 15%、大腸癌、乳癌などで 10-30%など、様々な癌での変異及びタン
パク質発現の低下が報告されている。さらに、ARID1Aは細胞周期停止に必要であ
ること(19)、p53及び BRM/BRG1と結合していること(20)、topoisomerase IIa(21)
と結合していることが報告されており、ARID1Aは現在癌抑制因子として最も注目
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されている因子の１つであると言える。一方でARID1Bはアミノ酸配列ではARID1A
と 60％の相同性があるパラログであり、Coffin-Siris syndrome（発育不全、特
徴的な顔貌、指趾爪の低形成などの奇形兆候を特徴とする多発奇形・精神遅滞症
候群）での変異が報告されている(22, 23)。癌における変異の報告は ARID1A と
比べると少数であるが、近年乳癌での変異が報告されている(24)。機能について
は、ARID1A は細胞周期の停止、ARID1B は細胞周期の開始に関与し、反対の役割
を持つこと(25)、マウスの発生時の発現パターンが異なる(26)という報告から、
細胞周期や転写の制御においては、ARID1A と ARID1B は異なる機能を持つと考え
られる。しかし、ARID1A と ARID1B の DNA 修復への関与はこれまで検討されてお
らず、詳細はわかっていない。 
 2-5. 癌治療と DNA 修復 
放射線は DNA 二重鎖切断を引き起こし通常は NHEJ により修復されるが、正常
細胞と比較して細胞周期の制御能力や DNA修復能力の低い癌細胞の細胞死は増加
し、結果的に癌細胞を減少させることができる。このことから、放射線療法は、
手術や抗癌剤治療と並んで癌に対する主要な治療法の一つとして広く利用され
ている。さらに、現在の癌治療には DNA代謝を阻害し DNA損傷を誘導する抗癌剤
が多く使用されている。シスプラチンもその 1つで、数多くの癌に有効性が認め
られているプラチナ製剤である。シスプラチンは DNA鎖内、鎖間そして DNA-タン
パク質間を架橋することで DNA合成を阻害するが、その DNA損傷修復にはヌクレ
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オチド除去修復(Nucleotide Excision Repair;NER)やミスマッチ修復(Miss Much 
Repair;MMR)、塩基除去修復(Base Excision Repair;BER)などの除去修復に加え、
DNA複製に伴って形成される DSBの修復には HRの関与も報告されており(27)、 複
数の DNA修復機構が関与していると考えられている。近年注目されている新たな
癌治療の１つに、合成致死性（単一の変異では影響はないが、2 つの変異が生じ
ると細胞死を起こす遺伝子変異の相互作用）を利用して癌細胞を死滅させる方法
がある。癌細胞に、正常細胞には存在しないこのような変異が 1つあれば、標的
治療によって 2つめの遺伝子変異と類似の作用を起こさせることで、癌細胞を選
択的に死滅させることができると考えられる。例えば PARP1 は、DNA の一本鎖切
断(Single strand brek; SSB)部位を認識し、塩基除去修復により修復する酵素
であり、PARP1 の機能を阻害すると SSB は修復されない。しかし、BRCA1 または
BRCA2 の欠損細胞のように、相同組み換え修復が欠損である細胞において PARP 
機能を阻害すると、SSB 及び DSB の修復欠損となり、ゲノム不安定性が生じ細胞
死に繋がる。この知見から、BRCAの変異によって起こる家族性乳癌は PARP 阻害
剤に感受性を示すであろうと推測され、PARP 阻害剤による治療法開発が進められ
ており、毒性の低い治療法として注目されている。  
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3. 研究目的 
本研究では、まず DNA二重鎖切断修復に関与するクロマチンリモデリング因子
を網羅的に探索し、ARID1A 及び ARID1B を含む SWI/SNF クロマチンリモデリング因
子の DNA 損傷修復への関与を検討する。SWI/SNF ファミリーは現在注目されている
がん抑制遺伝子群であることから、SWI/SNF ファミリーのサブユニットを発現抑制
することによるその他のサブユニットの発現への影響及び肺癌細胞株における
SWI/SNF ファミリーの発現を解析することにより、癌細胞における SWI/SNF ファミ
リーサブユニットの重要性を示す。さらに、本研究結果が将来のがん治療に繋がる
可能性を探ることを目的とする。  
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4. 研究方法 
 4-1. 細胞培養 
U2OS 及び HeLaDR-GFP 細胞は 10％ウシ血清（GIBCO）、 L-グルタミン（ナカライ
テスク）、ペニシリン-ストレプトマイシン（Sigma-Aldrich）を添加した DMEM（和
光純薬）中で、37℃、5％CO2 の条件下で培養した。H1299 及び H1299dA3-1 細胞、
肺癌細胞株 18種（表 1）は国立がん研究センターゲノム生物学研究分野より譲渡を
受け、10％ウシ血清、 L-グルタミン、ペニシリン-ストレプトマイシンを添加した
RPM1640（和光純薬）中で、37℃、5％CO2 の条件下で培養した。H1299dA3-1 及び
HeLaDR-GFP 細胞はピューロマイシン（Sigma-Aldrich）を最終濃度 2g/ml で添加
し維持した。 
 4-2. NHEJ 活性の測定 
H1299dA3-1細胞は、肺癌細胞株 H1299のゲノム内の 1.3kb離れた 2か所に、ヒト
には存在しない酵母の制限酵素サイト（I-SceI）を導入した細胞である。I-SceI
によって DSBが誘導され TKカセットが外れた状態で DNAが NHEJにより修復された
場合に GFPが発現する（図 4A）。24ウェルプレートに 0.1x105の H1299dA3-1細胞を
撒き、LipofectamineRNAiMax（Invitrogen）を用いて siRNAにより遺伝子発現を抑
制した。48 時間後に、Dr. Maria Jasin より譲渡を受けた I-SceI プラスミド
（pCMV-3xNLS-I-SceI）を Lipofectamine2000（Invitrogen）を用いてリポフェクシ
ョンにより導入し、人為的に DSBを引き起こした。DSB誘導 48時間後に細胞をトリ
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プシン処理によって回収し、PBSで 1回洗浄後、CYTOMICS FC500 (BECKMAN COULTER)
を用いて GFPの発現した細胞をカウントした。細胞は 1x104個/1サンプルをカウン
トし、CXP software (BECKMAN COULTER)によって解析を行った。 
 4-3. HR 活性の測定 
HeLaDR-GFP細胞は、I-SceIサイトを含む変異型 GFP配列と、GFPの相同配列を含
む iGFP 配列を持つ。I-SceI プラスミドの導入により DSB を人為的に引き起こし、
DSB部位が相同組み換えにより修復されたときに GFPが発現する(図 4B)。24ウェル
プレートに 0.2x105の HeLaDR-GFP 細胞を撒き、その後の手順は NHEJ 活性測定と同
様に行った。 
  4-4. レーザーマイクロ照射 
レーザーマイクロ照射は FV500 confocal scanning laser microscopy system 
(Olympus)を用いて行った。ガラスボトムディッシュに播種した細胞に最終濃度
0.1M の 8-methoxypsoralen; 8-MOP (Sigma-Aldrich)を観察の 3 時間前に添加し、
405nm UV レーザー照射を 25 スキャンで行った。8-MOP は光増感剤で、より効率的
に DNA DSBを誘導する目的で使用した。H2AXの foci数の解析により、8-MOP存在
下では 25 スキャンで約 500 個の DSB が引き起こされ、これは 50 Gy の X 線照射と
同等の強さであることが示されている。各実験において少なくとも 10 個の細胞に
レーザー照射を行い、再現性のあるデータを示した。レーザー照射により引き起こ
された DSB 部位への修復タンパク質の集積は、観察 48 時間前に GFP-KU70 と
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GFP-KU80、GFP-XRCC4、GFP-BRM それぞれを X-tremeGene（Roche）により強制発現
させた H1299もしくは U2OS細胞の核へレーザーを照射し、5分間観察した。集積タ
ンパク質の定量的、統計的な解析は、FLUOVIEW Software(Olympus)を用いて蛍光タ
ンパク質（GFP及び dsRed）の輝度値の数値化を行った。レーザー照射 90秒後の照
射部位の輝度から、未照射部位の輝度を引き平均値を算出した。コントロール siRNA
処理細胞の輝度を 100%として算出した相対的な輝度をグラフに示した。統計的有意
差はサンプル当たり 10個以上の細胞を解析し、T検定の両側検定により P値を算出
した。 
 4-5. プラスミド 
GFPタグの遺伝子は、pEGFP-C1 vector（CLONTECH）を用い、GFPのカルボキシル
末端に cDNAの全長を挿入し pEGFP-ARID1A, pEGFP-KU70, pEGFP-KU80, pEGFP-XRCC4
を作成した。dsRedタグの遺伝子は、pDsRed-Express-C1 Vector(CLONTECH)を用い、
GFP のカルボキシル末端に KU70 の全長を挿入し dsRed-KU70 を作製した。
pHalo-ARID1Bは KAZUSA DNA研究所より譲渡を受けた。 
 4-6. RNAi 
オフターゲット効果を排除するため、スクリーニング以外の実験では 1つの遺伝
子に対し 2 種類の siRNA を作製し、2 種類の siRNA 処理で同様の効果が得られた場
合にのみ結果を有意と判断した。使用した siRNA 配列は表 2 上に示した。siRNA セ
ット 1の多くは 3種類の異なる配列を含む QIAGEN社製 siRNA、セット 2は 4種類の
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異 な る 配 列 を 含 む Dharmacon 社 製 siRNA か ら 成 り 、 そ の 他 は
http://sidirect2.rnai.jp のアルゴリズムに基づいて設計し合成した。U2OS 細胞
ではセット 1 の siRNA に BRM/BRG1 の発現を抑制するオフターゲット効果が認めら
れたため、U2OS 細胞を用いたサバイバルアッセイにおいては、セット 2 の siRNA
のみを使用した。NHEJ 及び HR に関与するクロマチンリモデリング因子のスクリー
ニングには QIAGEN 社製の FlexiPlate siRNA を用いた（表 2 下）。siRNA のトラン
スフェクションは LipofectamineRNAiMax(Invitrogen)により行い、siRNAとプラス
ミドのトランスフェクションは Lipofectamine2000（Invitrogen）を用い、プロト
コルに従って行った。siRNA 処理によるターゲット遺伝子のタンパク質発現量の抑
制は全て、ウェスタンブロットにより確認した。コントロール siRNAとして、mRNA
の発現変動がほとんどないことが確認されている ON-TARGETplus Non-targeting 
Pool(Dharmacon)を用いた。 
 4-7. ウェスタンブロットと抗体 
約 4x10-5個の U2OS細胞または H1299細胞をサンプルバッファ （ー4% SDS、20% グ
リセロール、0.125 M Tris-HCl pH6.8、0.01% BPB、10% 2-メルカプトエタノール）
へ溶解し回収した後、ソニケーションにより 10 秒間細胞を破砕し、細胞全抽出液
を作製した。ウェスタンブロットによる SWI/SNF サブユニットの標識には、抗
ARID1A (ab97995、Abcam)、抗 ARID1B (AT1189a、ABGENT)、抗 BRG1 (sc-17796、Santa 
Cruz Biotecnology)、抗 BRM (ab15597、Abcam)、抗 SNF5 (ab58209、Abcam)、抗
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BAF53a(ab15718、Abcam)、抗 BAF57 (sc-25140、Santa Cruz Biotecnology)、抗 BAF60a 
(A301-595A、BETHYL)、抗 BAF60c (sc-101163、Santa Cruz Biotecnology)、抗 BAF155 
(ab5097a、ABGENT)、抗 BAF170(sc-17838、Santa Cruz Biotecnology)を用いた。NHEJ
タンパク質の標識には抗 DNA-PK(NA57、Calbiochem)、抗 KU70 (MS-329-P0、
Neomarkers)、抗 KU80 (sc-9034、Santa Cruz Biotecnology)、抗 PCNA(sc-7907、
Santa Cruz Biotecnology)を用いた。二次抗体は抗 HRP-マウス、ラビットまたはヤ
ギ IgG(sc-2005、sc-2004、sc-2056、Santa Cruz Biotecnology)を用いた。 
 4-8. サバイバルアッセイ 
U2OS 細胞に siRNA をトランスフェクションした 72 時間後に、トリプシン処理に
より細胞を回収し、6cm ディッシュ 1 枚当たり約 400 個の細胞を播種した。約 6 時
間後に細胞の接着を確認し、放射線は 0-4 Gy で照射し、シスプラチンは最終濃度
0-10 Mになるように培地に添加した。8-10 日間 37℃の CO2インキュベーターで培
養した後、100%エタノールに 0.3%クリスタルバイオレットを加えた溶液で固定及び
染色を行い、コロニーをカウントした。  
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5. 研究結果 
5-1  クロマチンリモデリング因子の多くが NHEJ活性、HR活性に必要である。 
DSB 修復に関与するクロマチンリモデリング因子を同定することを目的として、
SWI/SNF、ISWI、CHDファミリーを中心とした ATP依存的クロマチンリモデリング因
子、ARIDs、BRDs、HDACs、HATs及びヒストンシャペロンを含む 73種類の siRNA（表
2下）を用いて、その発現抑制が NHEJ及び HR活性に与える影響を検討した。KUタ
ンパク質は NHEJ初期に DSB末端を認識し結合する重要な因子であり(図 1)、レーザ
ー照射で引き起こされた DSB部位へ集積することが知られている(28)。我々はクロ
マチンリモデリング因子の発現抑制が KU タンパク質の DSB 部位への集積へ与える
影響を U2OS 細胞において解析し、H1299dA3-1 細胞(図 4A)を用いて NHEJ 活性の測
定、HeLaDR-GFP細胞（図 4B）を用いて HR活性の測定を行った。コントロール siRNA
における GFP-KUの集積または NHEJ・HR活性を 100%とし、コントロールと比較した
ときの発現抑制細胞における集積または活性を相対値で示した。T 検定により各値
の有意差を算出し、p<0.05の場合に影響があったと判断した。その結果、その発現
抑制によりコントロールと比較して有意差のあった因子の数は、GFP-KU70/80のDSB
部位への集積では 73 種類中 60 種類(図 5)、NHEJ 活性は 73 種類中 53 種類（図 6）、
HR活性は 73種類中 68種類であった（図 7）。 
5-2 GFP-ARID1A及び Halo-ARID1Bは DNA損傷部位に集積し、ARID1A及び ARID1B
の発現抑制により NHEJ 活性は抑制される 
我々は DSB修復に関与しているクロマチンリモデリング因子のうち、近年癌で
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の変異が報告されている SWI/SNF ファミリー(11, 14)に注目し、SWI/SNF ファミリ
ーの中でも癌細胞での欠損や変異が特に高頻度に報告されている新たな癌抑制因
子である ARID1A (BAF250a)(29)と、そのパラログである ARID1B (BAF250b)の NHEJ
への関与を詳しく解析することにした。 
ARID1A及び ARID1Bは約 250kDaのタンパク質で、アミノ酸配列では 60%の相同
性を示す。中央に DNA結合配列である ARIDドメイン、C末端にタンパク間相互作用
に関与するアルマジロドメインを持つ（図 8A）。最初に、H1299 細胞において
GFP-ARID1A及び Halo-ARID1Bを強制発現させた細胞核に、8-MOP存在下でレーザー
を照射し DSBを引き起した。ポジティブコントロールである GFP標識した KU70は、
レーザーによって誘導された DSB 部位に集積した(図 8B 上)。GFP-ARID1A 及び
Halo-ARID1B も同様に DNA 損傷部位へ集積したこと(図 8B 中央、下)、GFP-KU と同
様にレーザー照射後数秒で DSB 部位へ集積し、少なくとも 20 分間は損傷部位に集
積し続けたことから、ARID1A 及び ARID1B が DNA 損傷修復に関与する可能性が示唆
された。次に、2種類の siRNA（siARID1A-1,2、 siARID1B-1,2）を用いて、ARID1A
及び ARID1Bのタンパク質発現抑制が NHEJ活性へ与える影響を検討した。それぞれ
の siRNA 処理により ARID1A、ARID1B の発現は独立して抑制され（図 8C 上 2 列）、
その他の NHEJに関与する主なタンパク質（DNA-PKcs、KU70、KU80、XRCC4）の発現
にも影響していないことをウェスタンブロットにより確認した（図 8C 下 4 列）。
ARID1A及び ARID1Bの発現抑制によって NHEJ 活性は抑制され（図 8D）、これらの因
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子が NHEJに必要であることが示唆された。ARID1A及び ARID1Bを同時に発現抑制し
ても、NHEJ活性の抑制の程度は単独の発現抑制のときと同程度であった。 
5-3    ARID1A及び ARID1Bは NHEJに関与する修復タンパク質の DNA損傷部位への
集積に必要である 
次に我々は ARID1 タンパク質が NHEJ のどの段階に関わっているのかを検討す
るため、ARID1A及び ARID1Bの発現抑制が、H1299細胞に過剰発現させた GFP-KU70/80
のレーザー照射部位への集積に与える影響を解析した。その結果、GFP-KU の DNA
損傷部位への集積は ARID1A及び ARID1Bの発現抑制により顕著に抑制され、GFP-KU
の DNA損傷部位への集積には ARID1A及び ARID1Bが必要であることが示された（図
9A）。さらに相補実験として、ARID1A 及び ARID1B の 3’UTR 配列をターゲットとし
た siRNA (siUTR-ARID1A, siUTR-ARID1B)によって内在性のタンパク質発現を抑制し、
GFP-ARID1A 及び Halo-ARID1B を導入した場合に GFP-KU の DNA 損傷部位への集積の
変化を観察した。その結果、GFP-ARID1A及び Halo-ARID1Bの発現によって GFP-KU70
の DNA損傷部位への集積が相補された(図 9B)。 
XRCC4 の DSB 部位への集積は、DSB 部位の KU タンパク質に依存する(4)。我々
の使用したレーザーマイクロ照射の実験系において、GFP タグを付加した XRCC4 の
集積も同様に内在性の KU に依存するかどうかを調べた。DNA 損傷部位への
GFP-XRCC4の集積は、内在性の KUを発現抑制すると顕著に抑制され、GFP-XRCC4は
内在性の KU依存的に DNA損傷部位に集積することを明らかにした（図 9C）。さらに、
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ARID1A 及び ARID1B の発現抑制により GFP-XRCC4 の DNA 損傷部位への集積が抑制さ
れたことから（図 9D）、ARID1A及び ARID1Bは内在性の KUタンパク質の DNA損傷部
位への集積に必要であることが示唆された。我々は U2OS 細胞を用いて同様の実験
を行い、H1299細胞を用いた時と同様の結果を得た（図 10A-E）。 
5-4     NHEJ に必要な SWI/SNF サブユニットの同定 
ARID1Aと ARID1B は SWI/SNFファミリーのサブユニットであることから、その他
のサブユニットも NHEJ に関与している可能性が示唆されるが、カタリティックサ
ブユニット以外ではこれまでその解析はされていない。そこで、SWI/SNF 複合体の
どのサブユニットが NHEJに関与しているのかを解析した。 
我々は ARID1 で行った NHEJ への関与に関する 3 つの解析（1.NHEJ 活性の測定、
2.GFP-KU及び 3.GFP-XRCC4 の DNA損傷部位への集積解析）を SWI/SNFのサブユニッ
トである BRM、BRG1、BAF53a、BAF57、BAF60a、BAF155、BAF170 について行った。
H1299dA3-1 細胞及び H1299 細胞は共に BRG1欠損であり、その他の因子は発現して
いることから、siBRG1はネガティブコントロールとして用いた。セット 1及びセッ
ト 2の siRNAは目的のタンパク質を効率よく発現抑制しており（図 11AB）、主な NHEJ
タンパク質である DNA-PKcs、KU、XRCC4発現には影響を及ぼさないことを確認した
（図 11CD）。図 11EFは siRNAを用いて行った 3つの解析をまとめたもので、セット
1（図 11E）及びセット 2（図 11F）の siRNAにより発現抑制した解析結果は一致し
た。ARID1A及び ARID1Bの結果も比較のために含めている。BAF53a及び BAF57の発
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現抑制はどの解析においても NHEJに影響はなく、一方で BRM、SNF5、BAF60a、BAF60c、
BAF155、BAF170 そして 2 つの ARID1 は NHEJに必要であることが明らかとなった。
ネガティブコントロールのセット 2 の siBRG1 においては NHEJ 活性が抑制され、
GFP-KU及び GFP-XRCC4の発現には影響がなかったが、siBRG1セット 2で NHEJを完
了するのに必要な因子に影響を与えるオフターゲット効果が観察されたためと考
えている。 
5-5  ARID1A 及び ARID1B を含む NHEJ に必要な SWI/SNF ファミリーのサブユニ
ットの発現抑制細胞は、放射線感受性である 
SWI/SNF ファミリーのサブユニットの多くが NHEJ の初期におこる KU タンパク
質の DSB部位への集積に必要であることが明らかとなったため、我々はこれらのサ
ブユニットの発現抑制が放射線感受性に与える影響を、U2OS細胞を用いたサバイバ
ルアッセイによって解析した。U2OS 細胞においては、本研究で解析した SWI/SNF
サブユニットは全て発現しており（図 12A左端）、siRNAにより ARID1A及び ARID1B
が独立して発現抑制されていること（図 12A上 2列）、ARID1A及び ARID1Bの発現抑
制が主な NHEJ タンパク質の発現に影響しないことを確認した（図 12A 13-17 列）。
放射線により引き起こされた DSB は主に NHEJ によって修復されることが知られて
いる(30)が、ARID1A 及び ARID1B の発現抑制細胞は放射線に感受性を示し、ARID1A
及び ARID1B の両方を発現抑制しても感受性が増すことはなかった（図 12B）。NHEJ
に重要な働きをする KU の発現抑制細胞は放射線に対し高感受性であり、KU と
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ARID1A、KUと ARID1Bとのダブルノックダウン細胞においては KUの発現抑制細胞以
上の感受性を示さなかった（図 12B）。さらに SNF5、BAF53a、BAF57、 BAF60a、BAF60c、
BAF155、BAF170についても同様にサバイバルアッセイを行い、BAF53a、BAF57の発
現抑制細胞の感受性はコントロールとの差が観察されなかった一方で、SNF5、
BAF60a、BAF60c、BAF155、BAF170の発現抑制細胞は ARID1発現抑制細胞と同程度の
放射線感受性を示した（図 12C）。放射線感受性が確認されたサブユニットは、本研
究のこれまでの解析により同定されたNHEJに必要なサブユニットと全て一致した。 
5-6  BAF 複合体サブユニットの相互依存的なタンパク質の安定性 
SWI/SNF ファミリーにおける個々のサブユニットの発現量は、厳密に制御され
ていると考えられている。例えば BRMを HeLa 細胞で過剰発現すると内在性 BRG1の
発現低下(31)、マウスの T細胞前駆体において N末端欠損の BAF57の発現により内
在性の BAF57の発現低下(32)が報告されている。我々は BAF複合体のサブユニット
の 1 つを RNAi により発現抑制したとき、その他のサブユニットのタンパク質発現
が受ける影響を、H1299 細胞を用いて検討した。まずは ARID1A 及び ARID1B の、単
独もしくは両方の発現抑制がその他のサブユニットの発現に与える影響をウェス
タンブロットで解析した。ARID1A の発現抑制により、BAF155 で明らかな、SNF5 で
わずかな発現低下が観察された（図 13A）。さらにその他のサブユニットの発現解析
の結果、SNF5の発現抑制により BAF155、BAF170、ARID1Bの発現が明らかに低下し、
BAF155 及び BAF170 の発現抑制によって SNF5 の発現が低下した（図 13B）。オフタ
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ーゲット効果を完全に排除することは困難であり、抗体価の違いから因子によって
は不明瞭であるが、セット 1及び 2で同様の現象が明らかに観察された場合に、影
響があると判断した。発現低下の影響は矢印で示し、図 13Cに示した。 
5-7  GFP-BRM の DNA 損傷部位への集積に必要な SWI/SNF サブユニットの同定 
BAF複合体の ATPase（BRM及び BRG1）はクロマチンリモデリングに必要不可欠
な因子であり、ARID1 タンパク質と HSA ドメインを介して相互作用すること(33)、
GFP-BRM及び GFP-BRG1はレーザーにより誘導された DSB部位へ集積することが知ら
れている(17)。我々は ARID1タンパク質を含む BAF複合体サブユニットの機能を探
るため、GFP-BRM の DNA 損傷部位への集積に与える影響を SWI/SNF サブユニットの
発現抑制をしたH1299細胞へのレーザーマイクロ照射を用いて解析した。その結果、
ARID1A、ARID1B、SNF5、BAF60c が GFP-BRM の DSB部位への集積に必要であることが
示された（図 14）。 
5-8  肺癌細胞株での SWI/SNF サブユニットの発現 
これまでの解析に用いた H1299 及び H1299dA3-1 細胞は肺癌の細胞株である。
SWI/SNF ファミリーのサブユニットは様々な癌細胞での変異が高頻度で報告されて
いるが、カタリティックサブユニット以外の SWI/SNFサブユニットの肺癌細胞での
変異や発現に関する知見は乏しい。そこで我々はウェスタンブロットにより、本研
究で注目した SWI/SNF ファミリーの BAF 複合体サブユニット（BRM、BRG1、SNF5、
BAF53a、BAF60a、BAF60c、BAF155、BAF170、ARID1A、ARID1B）のタンパク質発現を
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19 種類の肺癌の細胞株において解析した（図 15）。SWI/SNF ファミリーは肺癌細胞
において高頻度で遺伝子変異が報告されており、これまでの解析に用いた H1299細
胞は肺癌細胞株の１つである。発現欠損を見極めるため、長時間露光したブロット
を示した。その結果 ARID1A及び ARID1Bのタンパク質発現の低下及び欠損はそれぞ
れ 27.7%（5/18）、33.3% (6/18)で、ATPaseである BRG1及び BRMではそれぞれ 44.4% 
(8/18)、33.3% (6/18)であった。一方で BAF60a、BAF60c、BAF53a、SNF5 での発現
欠損は低頻度であった。 
5-9  NHEJ に必要な SWI/SNF サブユニットは NHEJ 以外の DNA 修復機構にも関
与している可能性がある 
我々は ARID1A及び ARID1Bを含む SWI/SNFサブユニットを発現抑制し、シスプ
ラチンに対する感受性に与える影響を解析した。その結果、BAF53a、BAF57 以外の
サブユニットの発現抑制細胞はシスプラチンに高感受性(図 16AB)であり、NHEJ に
関与するのと同様のサブユニットがシスプラチンに対する耐性にも関与している
ことが示された。ARID1A 及び ARID1B 両方の発現抑制細胞において、シスプラチン
感受性は片方の発現抑制細胞と同程度であった。 
シスプラチンによる DNA鎖間架橋による DNA 損傷の修復には、複数の修復機構
が関与しているため、その１つである NERへの ARID1A及び ARID1Bの関与の可能性
を探ることを目的として、ARID1A及び ARID1Bの発現抑制が、UVに対する感受性及
び GFP-XPA の UV レーザー照射による DNA 損傷部位への集積に与える影響を観察し
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た。その結果、ARID1A 及び ARID1B の発現抑制細胞は UV 感受性であり（図 17A）、
GFP-XPAの DNA損傷部位への集積は抑制された（図 17B）。 
5-10   BRG1 における GFP-KU の DSB 部位への集積を促進する機能は、BRM の発現
により相補される 
BRG1 欠損である H1299 細胞において siRNA による BRM の発現抑制を行い、
dsRed-BRG1 を過剰発現させ GFP-KU タンパク質の DSB 部位への集積を解析した。
H1299細胞の BRMを発現抑制すると GFP-KU の DSB部位への集積は抑制されたが、内
在性の BRM を発現抑制し dsRed-BRG1 を過剰発現させたときの、GFP-KU の DSB 部位
への集積は、コントロールとの有意差は認められなかった。以上の結果より、BRM
及び BRG1の GFP-KUの DSB部位への集積を促進する機能はお互いに相補することが
示された（図 18）。 
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6. 考察 
NHEJ及び HR活性の測定、KUタンパク質の DSB部位への集積解析を用いたスク
リーニングの結果より、解析を行ったクロマチンリモデリング因子の 8 割以上が
DNA二重鎖切断修復(NHEJ及び HR)に関与している可能性が示された。1種類の siRNA
による実験であり、タンパク質発現の抑制効率は未確認であることから、オフター
ゲット効果である可能性は排除できないが、１つの DNA損傷に対して１つのクロマ
チンリモデリング因子が働くのではなく、数多くのクロマチンリモデリング因子が
同時に DNA修復に関与していると考えられる。近年多くのクロマチンリモデリング
因子において DNA修復への関与が報告されている(7-9)ことからも、DNA修復におい
ては、様々なクロマチンリモデリング機構が複雑に絡み合い、複数の機構が同時に
関与していると考えられる。 
我々は癌での変異が高頻度で報告されている ARID1A、及びそのパラログである
ARID1B を含む SWI/SNF ファミリーに注目し、KU 及び XRCC4 タンパク質の DSB 部位
への集積の可視化解析と NHEJ活性の測定を用いて、DSB修復機構の１つである NHEJ
への関与を検討した。その結果、BAF53a、BAF57 を除く BAF 複合体のサブユニット
（ARID1A、ARID1B、BAF60a、BAF155、BAF170、BRM、BRG1）が NHEJのごく初期に関
与し、KUタンパク質の DSB部位への集積を促進していること、同時にそれらの因子
が放射線に対する抵抗性に必要であることを示した。さらに、ARID1A、ARID1B、SNF5、
BAF60c は SWI/SNF ファミリーの ATPase である BRM の DNA 損傷部位へのリクルート
を促進している可能性が示されたことから、これらの因子は、ATPaseを DSB部位へ
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リクルートし、クロマチンの弛緩を亢進することで、KUタンパク質の DSB部位への
集積を促進する機能を持つことが示唆された。多くの DNA損傷因子が DNA損傷に応
答してリン酸化などの修飾を受けることが知られているが、ARID1Aは DNA損傷に応
答し ATMによって S604がリン酸化されること、BRM、BRG1、BAF60a、SNF5において
は DNA 損傷依存的に、SQ/TQ モチーフ（ATM/ATR が DNA 損傷依存的にリン酸化する
配列）のリン酸化が起こることが報告されている(34)ことからも、これらの因子が
DNA損傷応答に関与していることが示唆されている。 
ARID1A及び ARID1B の NHEJ以外の DNA修復機構への関与に関しては、これらの
因子が UV に対する抵抗性や XPA の DNA 損傷部位への集積に必要であることが示さ
れた。UVにより形成されるピリミジン塩基（シトシンまたはチミン）二量体は、主
に NERによって修復され(35)、XPAは RPA、ERCC1、 DDB2、TFIIHと相互作用し、NER
の中心的な役割を担う(36)ことが知られていることから、ARID1A及び ARID1Bが NER
にも関与していると考えられた。スクリーニングでは HR 活性を促進することが示
唆されており（図 7）、ARID1A及び ARID1B が HRにも関与している可能性があるが、
SWI/SNF サブユニットの発現抑制細胞は PARP 阻害剤に感受性を示さず(データ省
略)、HR 欠損細胞は PARP 阻害剤に感受性を示すというこれまでの報告と矛盾する。
ARID1A 及び ARID1B の発現抑制細胞では、レーザーマイクロ照射により誘導された
DNA 損傷部位で観察されるリン酸化 RPA はコントロールと比較して 20%ほど少ない
が（データ省略）、残りの 80%のリン酸化 RPA により HR は十分機能していると考え
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られる。従って、ARID1A及び ARID1B は HRを促進はするが必須の因子ではない、も
しくは ARID1A 及び ARID1B の HR における機能を相補する因子が存在することが原
因で、PARP阻害剤による処理により細胞死にまでには至らないと考えている。原因
の究明には、さらなる解析が必要である。 
これまでの報告によれば、ARID1A と ARID1B はどちらか一方が BAF 複合体に含
まれると考えられており(37)、ARID1A 欠損細胞で ARID1B の発現を抑制すると
SWI/SNF 複合体が解離する可能性が示されている(38)。しかし本研究においては、
ARID1A 及び ARID1B の発現を同時に抑制しても、それぞれの発現抑制をした場合の
NHEJ 活性（図 8D）、放射線感受性(図 12B)、シスプラチン感受性（図 16A）に差は
見られなかった。このことから、DNA 修復に関しては、ARID1A と ARID1B の両方が
同じ経路で NHEJに必要である可能性が示され、転写時とは異なる、DNA修復時に特
異的な複合体を形成していることが示唆された。可能性の１つとして ARID1A 及び
ARID1B両方が含まれる複合体が考えられるが、これまで ARID1A-ARID1B間の結合は
報告されておらず、我々は現在、組み換えタンパク質を使った実験により ARID1A
と ARID1B の直接結合の観察を試みている。他に、ARID1A を含む SWI/SNF 複合体と
ARID1B を含む SWI/SNF 複合体両方が同時に NHEJ で機能している可能性や、ARID1A
及び ARID1B が DNA 損傷特異的に SWI/SNF 以外の因子と複合体を形成して同時に機
能している可能性も考えられることから、IPを用いて DNA損傷時のタンパク質の相
互作用の解析を計画している。KU の発現抑制細胞の示す放射線に対する感受性は、
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ARID1の発現抑制細胞よりも高感受性であり、KUと ARID1の発現を同時に抑制する
と KU の発現抑制細胞と同等の放射線感受性を示した。この結果より、KU は ARID1
と同経路で働いていること、ARID1は NHEJの促進的機能を有していると考えられた。 
我々が解析に用いた H1299 は BRG1 欠損細胞である。SWI/SNF 複合体は BRM か
BRG1 のどちらか一方を含み、BRG1 及び BRM は機能的に相補しないとの報告もある
(37)ため、この現象が BRMを含む SWI/SNF複合体特異的な現象である可能性も考え
られた。しかし、我々は BRM/BRG1の両方が発現する U2OS細胞でも実験を行い、H1299
細胞を用いたときと同様の結果を得た(図 10A-E)。さらに、内在性の BRM を発現抑
制した H1299 細胞に GFP-BRG1 を強制発現することで、dsRed-KU70 の DNA 損傷部位
への集積が相補されることから（図 18）、KUタンパク質の DNA損傷部位への集積に
関しては、BRM及び BRG1は相補的に機能すると考えられた。 
SWI/SNF 複合体の NHEJ への関与は、SWI/SNF 複合体が NHEJ に直接作用してい
る可能性と、転写を介して間接的に寄与している可能性が考えられる。転写への影
響に関してはいくつかの報告があり、shRNAにより ARID1Aを発現抑制した食道癌細
胞のマイクロアレイ解析では、ARID1A の発現抑制は NHEJ 因子及びほとんどの
SWI/SNFサブユニットの mRNAレベルには影響しないことが示されている(20)。テト
ラサイクリンにより BRG1 の発現誘導ができるマウスの細胞を用いたマイクロアレ
イ及び RT-PCR の解析では、BRG1 発現の有無で 24 の DSB 修復因子の mRNA の発現に
は変化がないことが報告されている(16)。以上の報告により、少なくとも ARID1A
29 
 
及び BRG1 に関しては、NHEJ 関連のタンパク質発現の転写に影響はなく、SWI/SNF
複合体が直接 NHEJ に関与していると考えられる。同じグループの解析により BRG1
の発現抑制により 11376遺伝子中 371もの遺伝子発現が変化することが報告されて
おり(16)、サブユニットの発現抑制が転写制御を介して間接的に DSB修復に関与し
ている可能性は完全には否定できないが、我々は、SWI/SNF 複合体の因子間におけ
る相互依存的なタンパク質発現への影響（図 13A-C）は、転写を介した現象ではな
いと予想している。SWI/SNF サブユニットは常に複合体を形成し、サブユニット単
体では存在しないという報告(39)から、通常は BAF複合体がサブユニット間の結合
により安定化しており、サブユニットの発現抑制によりタンパク質間の結合が喪失
することで SWI/SNFサブユニットが不安定化し、その他の因子が複合体から遊離し
易くなると考えられ、遊離したサブユニットはユビキチン化などの修飾を受け易く
なり分解されることで、その他のタンパク質発現に影響を与えていると予想される。
実際に物理的な相互作用は、ARID1A と BAF155(40)、SNF5 と BAF155(41)、SNF5 と
BAF170(42)、SNF5 と ARID1B(43)間では既に免疫沈降法によって示されていること
から、これらの現象は複合体のタンパク質間での直接結合を反映しているのではな
いかと考え、現在我々は、大腸菌組み換えタンパク質を用いてそれぞれの直接結合
を証明しようと試みている。 
肺癌細胞株でのウェスタン解析により観察された高頻度のSWI/SNFサブユニッ
トの発現低下及び欠損は、乳癌細胞でも類似した現象が報告されており(44)、癌細
30 
 
胞においてSWI/SNFファミリーのタンパク質発現の低下及び欠損が高頻度に起こっ
ていることが示された。このような高頻度のタンパク質発現の低下及び抑制が見ら
れる理由として、今まで報告されている遺伝子の変異(11, 29)に加えて、図 13 に
示した複合体内での相互作用によるタンパク質の発現が一方の発現低下により失
われたことが考えられる。 
本研究によって、ARID1A 及び ARID1B をはじめとした様々な SWI/SNF サブユニ
ット欠損細胞は NHEJ 活性が低いこと、さらに多くの癌細胞で SWI/SNF サブユニッ
トが欠損していることから、SWI/SNFサブユニット欠損の癌細胞は NHEJ活性が低い
可能性が示された。細胞のクロマチンリモデリング機能が低下すると、転写制御能
力が低下することでゲノムが安定して維持されなくなり、癌化や老化、様々な疾患
に繋がることが知られている。これまでの報告により、ARID1Aは、p53などの癌抑
制因子や E2Fファミリーなどの細胞増殖に関わる転写因子など、様々な因子と相互
作用し、細胞周期の停止やアポトーシスの制御を行う多機能な癌抑制因子であると
考えられている。ARID1A 欠損の癌細胞に野生型の ARID1A を強制発現させると癌細
胞の増殖が抑制されるという報告から(20)、 ARID1Aの欠損が癌化を促進するのは、
ARID1A が p53 と共に細胞周期停止やアポトーシスを制御していることが直接的な
原因であり、ARID1Aのタンパク質発現欠損により DNA修復欠損の状態が持続したこ
とで、ゲノムの不安定性が蓄積し癌化が誘導されたのではないと考えられる。しか
し、SWI/SNFサブユニット欠損の癌細胞において NHEJ活性が低下していることは癌
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細胞の弱点とも言える性質であり、この性質を利用することで、癌細胞をより効率
的に攻撃することのできる方法を開発しようとしている。  
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7. 結論 
本研究において、ARID1A及び ARID1Bを含む SWI/SNFサブユニットが NHEJに必
要であること、さらにそれらは放射線、シスプラチンへの抵抗性に関与しているこ
とが明らかとなった。ARID1A及び ARID1Bにおいては、UVによる DNA損傷への抵抗
性にも必要であり、NHEJ 以外の DNA 修復機構にも関与している可能性を示した。
SWI/SNF ファミリーの転写制御と DNA 修復への関与には違いが見られ、転写制御で
は ARID1Aと ARID1Bはそのどちらかが排他的に複合体に含まれる(45)のに対し、DNA
修復応答に関してはその両方が必須で、重要な役割を果たしていることが本研究に
より示された。さらに BAF複合体のサブユニット間で相互依存的にタンパク質の安
定性が維持されている可能性を示し、これは癌細胞での SWI/SNFファミリーの発現
低下や欠損の原因の１つであることが予想された。癌細胞では p53の変異や欠損が
頻繁にみられることから DNA損傷に対してはより抵抗性が高いと予想されるが、本
研究によって、SWI/SNFサブユニットの発現低下及び欠損を持つ細胞は、NHEJ活性
が低いと予想される。がん細胞が DNA修復欠損である性質は、癌細胞が根本的に持
つ脆弱性であり、将来の癌治療に新たな視点からのアプローチの１つとなる可能性
がある。 
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9. 図 
図１  
図1．２つのDSB修復機構 
左：NHEJは損傷を受けたDNA末端を直接リガーゼによって結合させ、変異は入りやすいものの素早くDSB
を修復する。まずDSBの末端にKU70とKU80のヘテロダイマーが認識し結合する。KU複合体はDNA-PKcs
を損傷部位へとリクルートすることでKUとDNAの結合を安定化させ、その後XRCC4-Ligase4-XLF複合体に
よって損傷部位は再結合される。右：HRは損傷を受けていない姉妹染色体を鋳型として相同組み換えに
より時間をかけて正確にDSBを修復する。まずMRN複合体がDSB部位へリクルートされ、CtIP/BRCA1複合
体によりDSB末端のdsDNAが5’側から3’側へ削られることで形成されたssDNAにRad51が結合する。
Rad51/BRCA2複合体によりストランド侵入が起こり、Rad54の触媒作用により、Rad51はssDNAを姉妹染色
体のDNA鎖と交換する。 
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38 
図2．DNA損傷とクロマチンリモデリング 
DNA損傷が起きた後に、クロマチンリモデリングによってヒストンの移動や取り出しが起こらないと、DNA
修復タンパク質のDNA損傷部位への結合が阻害され、結果的にDNA修復が阻害される。DNA修復前後
のクロマチンリモデリングを含めたプロセスの異常は、ゲノムの不安定化に繋がり、細胞死や癌化が誘
導される。 
図3. ATP依存的クロマチンリモデリング因子とSWI/SNFファミリー 
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図4．NHEJ及びHR活性の測定 
A. H1299dA3-1細胞によるNHEJ活性の測定。2か所に組み込まれたI-SceIサイトを利用してI-SceI
の強制発現により人為的にDSBを誘導する。TKカセットが取り除かれNHEJによって2か所のDSB
が修復された場合にのみGFPが発現する。GFPポジティブ細胞はFACSを用いてカウントした。B. 
HeLaDR-GFP細胞によるHR活性の測定。I-SceIサイトを含む変異型GFP配列と、GFPの相同配列
を含むiGFP配列を持つ。I-SceIプラスミドの導入によりDSBを人為的に引き起こし、DSB部位が相
同組み換えにより修復されたときにGFPが発現する 
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図5. GFP-KU70/80のDNA損傷部位への集積を指標にしたスクリーニング 
GFP-KU70/80を強制発現させたU2OS細胞の核にレーザーマイクロ照射によってDSBを
誘導し、siRNAにより73種類の因子を発現抑制がGFP-KUのDSB部位への集積に与える
影響を解析した。赤線：コントロールsiRNA処理によるGFP-KU70/80のDSB部位への集積
の値（100%）。青線：ポジティブコントロールとして用いたACF1発現抑制細胞における
GFP-KU70/80のDSB部位への集積の値（28.3%）。赤ハイライト：コントロールと比較して
有意差が認められた因子（p<0.05）。 
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図6. H1299dA3-1細胞を用いて測定したNHEJ活性を指標にしたスクリーニング 
赤線：コントロールsiRNA処理細胞におけるNHEJ活性（100%）。青線：ポジティブ
コントロールとして用いたKU70発現抑制細胞におけるNHEJ活性（59.2%）。赤ハ
イライト：コントロールと比較して有意差が認められた因子（p<0.05）。 
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図7. HeLaDR-GFP細胞を用いて測定したHR活性を指標にしたスクリーニング 
赤線：コントロールsiRNA処理細胞におけるHR活性（100%）。青線：ポジティブ
コントロールとして用いたBRCA1発現抑制細胞におけるHR活性（23.4%）。赤
ハイライト：コントロールと比較して有意差が認められた因子（p<0.05）。 
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図8  
図8．ARID1A及びARID1BはNHEJに必要な因子である。 
A. ARID1A及びARID1Bの一次構造の比較。アミノ酸配列は60％の相同性を示す。ARID1A,ARID1B共に、
中央にDNA結合ドメインであるARIDドメイン、C末端にタンパク間相互作用に関与するアルマジロドメイン
を持つ。B. GFP-KU70, GFP-ARID1A, Halo-ARID1Bはレーザー照射によって誘導されたDSB部位へ集積す
る。倍率；600x C. 2種類のsiRNAを用いたH1299細胞でのARID1A及びARID1Bの発現抑制。D. ARID1A及
びARID1Bの発現抑制細胞でのNHEJ活性（左）。コントロールとして用いたKU80の発現はsiRNA処理に
よって抑制されている（右）。 
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図9．H1299細胞において、ARID1A及びARID1BはNHEJのごく初期に必要である。 
A. H1299細胞でのARID1A及びARID1B発現抑制細胞におけるGFP-KU70/80のDSB部位への集積。B. 
ARID1A（上）及びARID1B（下）の相補実験。左ブロット：siUTR-ARID1A及びsiUTR-ARID1Bによる内在性タ
ンパク質の発現抑制（▼）と、GFP-ARID1A及びHalo-ARID1Bの発現（▽）。＊は分解産物。右グラフ：
ARID1A（上）及びARID1B（下）発現抑制細胞に野生型ARID1A及びARID1Bを強制発現させたときのKUタ
ンパク質のDSB部位への集積。C.内在性KUの発現抑制細胞におけるGFP-XRCC4の集積。左下ブロット：
KU70及びKU80のsiRNA処理による発現抑制。D.ARID1A及びARID1B発現抑制細胞におけるGFP-XRCC4
のDSB部位への集積。顕微鏡写真の倍率は全て600X。  
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図10  
図10．U2OS細胞において、ARID1A及
びARID1BはNHEJのごく初期に必要で
ある。 
A. 2種類のsiRNAを用いたU2OS細胞
でのARID1A及びARID1Bの発現抑制。 
B.U2OS細胞でのARID1A及びARID1B
発現抑制細胞におけるGFP-KU70/80
のDSB部位への集積。C. ARID1A（左）
及びARID1B（右）の相補実験。それ
ぞれの発現抑制細胞に野生型
ARID1A及びARID1Bを強制発現させ
たときのKUタンパク質のDSB部位へ
の集積。D.内在性KUの発現抑制細
胞におけるGFP-XRCC4の集積。 E. 
ARID1A及びARID1B発現抑制細胞に
おけるGFP-XRCC4のDSB部位への集
積。顕微鏡写真の倍率は全て600X。  
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図11 
図11．NHEJに必要なSWI/SNFサブユニットの同定 
A,B. 2種類のsiRNAを用いたH1299細胞での8種類のSWI/SNFサブユニットの発現抑制。 C, D.セット
1(C)及びセット2(D)のsiRNA処理は主なNHEJタンパク質の発現には影響しない。E, F. siRNAセット1(E)
及びセット2(F)によるSWI/SNFサブユニットの発現抑制がNHEJ活性及びGFP-KU, GFP-XRCC4のDSB部
位への集積に与える影響。＊：統計的有意差が認められた因子。 
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図12 
図 12 ． U2OS 細胞にお け る
SWI/SNFサブユニット発現抑制
細胞の放射線感受性 
A. U2OS細胞においてARID1A及
びARID1Bを発現抑制した時の
SWI/SNFサブユニット及びNHEJ
タンパク質の発現パターン。B. 
ARID1A、ARID1B発現抑制細胞
の放射線感受性。左上ブロッ
ト：siRNAによるKUの発現抑制。
中央/右上ブロット：siRNAによる
ARIDA及びARID1Bの発現抑制。
C.  SNF5, BAF53a, BAF57, 
BAF60a, BAF60c, BAF155, 
BAF170発現抑制細胞の放射線
感受性。上ブロット：各因子の
siRNA処理による発現抑制。 
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図13 
図13．H1299細胞において１つのSWI/SNFサブユニット
の発現抑制がその他サブユニットの発現に与える影響  
A. ARID1A及びARID1BのsiRNAによる発現抑制がその他
のサブユニットの発現に与える影響。赤枠：発現が低下
した因子 B. BRG1, BRM, SNF5, BAF155, BAF170, BAF53a, 
BAF57, BAF60a, BAF60cのsiRNAによる発現抑制がその
他のサブユニットの発現に与える影響。左：セット1、右:
セット2 赤枠：発現が低下した因子 C. タンパク質発現
に影響のある因子とその発現低下（→）の影響。 
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図14 
図14．SWI/SNFサブユニットの発現
抑制がGFP-BRMのレーザーマイクロ
照射により誘導されたDSB部位への
集積に与える影響。2種類のsiRNAを
用いてSWI/SNFサブユニットのタンパ
ク質発現を抑制した。＊：統計的有
意差が観察された因子 
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図15 
図15. H1299細胞及び18種類の肺癌細胞株におけるSWI/SNFサブユニットのタンパク質発現 
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図16 
図16． U2OS細胞でのSWI/SNFサブユニットの発現抑制細胞にお
けるシスプラチン感受性 
A. siRNAセット２を用いたARID1A及びARID1B発現抑制細胞のシス
プラチン感受性。B.  SNF5, BAF53a, BAF57, BAF60a, BAF60c, 
BAF155, BAF170の発現抑制細胞のシスプラチン感受性。 
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図17 
図17．ARID1A及びARID1BはNERにも関与する  A. U2OS細胞での
ARID1A及びARID1B発現抑制細胞におけるUV感受性 B. ARID1A及
びARID1B発現抑制によってGFP-XPAのDNA損傷部位への集積が抑
制された。 
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図18 
図18．H1299細胞においてGFP-KUのDNA損傷部位への
集積はBRG1によって相補される 
A. siRNAによりBRMの発現抑制した細胞におけるGFP-KU
のDSB部位への集積及びGFP-BRG1を強制発現させた細
胞でのGFP-KUのDSB部位への集積。内在性BRMの発現
抑制細胞にGF-BRG1を強制発現することにより、GFP-KU
のDSB部位への集積が相補された。写真の倍率；600X B. 
BRM及びBRG1のタンパク質発現。 
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10. 表 
Cell line Hist. 
H1299 LCC 
A427 AC 
A549 AC 
ABC1 AC 
HCC44 AC 
HCC78 AC 
HCC193 AC 
HCC515 AC 
LCD AC 
LCOK AC 
Ma10 AC 
Ma24 AC 
H1395 AC 
H1650 BAC 
H1703 AC 
H2087 AC 
H2126 AC/LCC 
H2347 AC 
PC9 AC 
AC: adenocarcinoma（腺癌） 
LCC: large cell carcinoma（大細胞癌） 
BAC: bronchioloalveolar carcinoma（細気管支肺胞癌） 
表1. 本研究に用いた肺がん細胞株の種類 
56 
表2. 本研究に用いたsiRNAリスト 
siRNA 
Target sequences 
Set 1 Set 2 
ARID1A Q 
ATGGCGGGAACTTGCAACCAA CTCGGTATCACCGTTGATGAA 
D 
CTTATCCCGGACTCCCTTT TCTACACCCACCTGGCAAT 
CACCTTGGTTACACTCGCCAA   CGTTGCTGTACTAAGGATA CCTGGAGATAGCGGAGATA 
ARID1B Q 
TACAGCAAGAAAGACCATCAA CTCAGGAAGGCTATGGAACTA 
D 
ACTAGTTGTACCGCCTGTT GGCTTAATGTTTGCGGTAT 
CCGGAGTTTAATAATTACTAT   AGAGTTTCGTCTGCCGTTT TGCTCGTAGGTCTCTCTTT 
BRM Q 
AAGGATGACGCTGAAGTAGAA AAGCCCATCGATGGTATACAT 
SC 
hBrm siRNAs (sc-29831)   
GCCCGCATAGCTCATAGGATA       
BRG1 Q 
CCCGTGGACTTCAAGAAGATA CCGCGCTACAACCAGATGAAA 
D 
CGTGTGGCGACGTCTTGTT GGTTCGGCCAGCACTCACT 
TCACTGGATGTCAAACAGTAA   CGCTGAGTCACTGCCTCTT GTCCTCGTGAGGGTTCCAA 
SNF5 Q 
GCGCGTCATCATCAAGCTGAA CCGGCTGGACATGGAGATCGA 
Q 
TCCGAGGTTCTCTGTACAAGA   
CTCCACAACCATCAACAGGAA       
BAF53a H 
TAATGTGACGGTATCTCTGGA   
D 
CTTGCCTCCAAATCGAGTA GGATGATGTATCTATGATT 
    CATTTCCCCAATAGTCCTT ACCCTATCAAAGGTTCGAT 
BAF57 Q 
AAGTTGTGGGAGATTGGCAAG CCCGCGTACCTTGCTTACATA 
Q 
TTGGAGACTAGAAGCAAGATA   
CATAGTTAGAGTAGTTACTTA       
BAF60a Q 
TCCAAATATGATGCCACTAAA AAGCACTGTGGCAATATATTA 
Q 
TCCGTTCAGCATGGGCTCTAA   
TAGGACCTCTAGATAGTGTTA       
BAF60c Q 
CTCAAGGTGATGACAGATGTA GTGGCAGTATGTGAAGACCAA 
Q 
ACGGACGGCTTCCAGGTGAAA   
CAGGACTCCCATGACAAGGAA       
BAF155 Q 
ATGATTGACACGTATCGTCTA CTGGCAGAACATACCACTGAA 
H 
TTACAAAGGAGAAAGCTCGTA ACTAATATATCGTAATAGGTA 
AAGGAGAGCATCCTAAGTTAA       
BAF170 Q 
ACCGACCTGGATGAACAGGAA CCAAACTACTAGGGAAATTAA 
D 
ATTCTTTCCAGGGAGTTGT CGATGATAGGACTGTCAAT 
CCGAAAGAAGATTTCAGCCAA CTCTTCGTGACCTCATAGT AGTGATTTGACGGCTAGTT 
KU70 Q AAGCTCTATCGGGAAACAAAT   Q TTTGTACTATATACTGTTAAA   
KU80 Q AAGCATAACTATGAGTGTTTA   Q AAGCGAGTAACCAGCTCATAA   
UTR-
ARID1A 
H TCATACAAATGTCATAGTCCA   D :Dharmacon ON-TARGETplus SMARTpool siRNA 
UTR-
ARID1B 
H ATATACACTGGGAGATTAGAA   Q :Qiagen FlexiTube or FlexiPlate siRNA 
ACF1 H TTGTGACACTTGGTGTTCTAC  SC :Santa Cruz 
Control D ON-TARGETplus Non-Targeting Pool (D-001810-10) H :Desined based on http://sidirect2.rnai.jp 
BRDT SMARCA1(SNF2L) BRD3 CITED2 HDAC7 ARID5B 
CHD1 SMARCA2(BRM) ARID1A(BAF250a) ARID3B ARID4B CHD6 
CHD2 HLTF(SMARCA3) SMARCA5(SNF2H) ARID5A CHRAC1(CHRAC15) CITED4 
CHD3 SMARCA4(BRG1) HAT1(KAT1) BRD8 CHD7 
CHD4 SMARCB1(SNF5) HDAC3 BAZ2A HDAC8 
ARID3A SMARCC1(BAF155) PCAF(KAT2B) BAZ1A ARID1B 
HDAC1 SMARCC2(BAF170) BAZ1B BRD4 CHD8 
HDAC2 SMARCD1(BAF60a) CDYL BRD1 BRD9 
HELLS(SMARCA6) SMARCD2 HDAC9 CHD5 HDAC11 
CITED1 SMARCD3 HDAC4 BRD7 CHD9 
ARID4A SMARCE1(BAF57) HDAC6 BAZ2B HDAC10 
BRD2 TAPBP HDAC5 SMARCAL1 MYST1(KAT8) 
スクリーニングに用いたsiRNAリスト 
本研究に用いたsiRNA配列 
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